



























DAPI: 4’,6-diamidino-2-phenylindole  
DNA: deoxyribonucleic acid 
ET-1: endothelin-1 
ES 細胞: embryonic stem cells 
FACS: fluorescence activated cell sorting 
FITC: fluorescein isothiocyanate 
GFAP: glial fibrillary acidic protein 
GFP: green fluorescent protein 
GST-pi: glutathione S-transferase pi 
L-NAME: N(G)-nitro-L-arginine methyl ester 
MACS: magnetic activated cell sorting 
MAP2: microtubule associated protein 2 
MSCs: mesenchymal stem cells 
Muse 細胞: multilineage-differentiating stress-enduring cells 
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PBS: phosphate-buffered saline 
PLP: periodate lysine paraformaldehyde 
Q-PCR: quantitative polymerase chain reaction 
SCID: severe combined immunodeficiency 
SD: standard deviation 
SSEA-3: stage-specific embryonic antigen-3 
















梗塞に対してヒト Muse 細胞を局所投与し、その治療効果を検討した． 将来の
臨床応用を考慮し，安全性試験では動物由来の素材を極力排除した形で無血清
培地で Muse 細胞を培養し，移植時期も慢性期とした． 
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方法: SCID マウスに対して ET-1 と L-NAME の 2 種類の血管収縮剤をマウス
の内包後脚に局所投与し，ラクナ梗塞を誘導した．ラクナ梗塞 2 週後に，ヒト








Muse 細胞の全身分布及び腫瘍形成の有無を組織学的及び Q-PCR で評価した． 





















後の機能改善に関しては，急性期であれば tissue plasminogen activator (tPA) 
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る 7,8．トリプシンによるストレス処理，または糖鎖である SSEA (stage specific 



























査及び承認のもとに実施された．8 から 10 週齢，雄の SCID (severe combined 
immunodeficiency) マウスを用いた．1.5%のイソフルランで麻酔し，定位的固
定装置 (SR-5M, NARISHIGE, Japan)にマウスを固定し，術中は直腸温で
37.5°C に維持した．過去の文献を参考に 12，2 種類の血管収縮剤を脳内の局所
投与することでラクナ梗塞を作製した．血管収縮剤は Entothelin-1 (ET-1)を 1.5 
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µg と N(G)-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME)を 2.7 µg を 3 µl の
phosphate-buffered saline (PBS)に溶解し用いた．投与部位は内包後脚とし，
Bregma を基準として以下の座標に投与した．①前方-後方 -2.0 mm，②右側 
+2.0 mm，③背側-腹側 -4.0 mm．7 分間かけて持続投与した後，5 分間針を静
置後に抜去した．  
 
2) Muse 細胞の分離 
過去の文献を参考に 7，Muse 細胞は継代数が 6 回から 8 回までの骨髄由来
MSCs (PT-2501, Lonza Inc)を用い，FACS aria Ⅱ (Becton Dickson, Franklin 
Lakes, NJ, USA)にて分離した．一次抗体としてラット抗 SSEA-3 抗体 (1:100, 
MAB4303, Millipore)を，二次抗体として fluorescein isothiocynate (FITC)標識
抗ラット IgM 抗体 (1:100, 112-095-075, Jackson ImmunoResearch)を用いた．
一部の細胞は過去の文献を参考に 13，green fluorescent protein (GFP)を導入し
ており，その際 Muse 細胞を分離するには二次抗体として allophycocyanin 
(APC) 標 識 抗 ラ ッ ト IgM 抗 体  (1:100, 112-136-075, Jackson 
ImmunoResearch)を用いた． 
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行動評価と安全性評価の実験には無血清培地 (A1033201, life technologies)
で培養した骨髄由来 MSCs (StemPro BM Mesenchymal Stem Cells, A15652, 
Gibco, life technologies, CA, USA)から分離した Muse 細胞を用いた．無血清培
下においては，通常培養下と比較して継代による細胞への障害が強くなるため，
継代数は 4 回から 6 回までの骨髄由来 MSCs を使用し Muse 細胞を分離した．
その際には FACS 以外に autoMACS Pro Separator (Miltenyi Biotec, 
Germany)も用いて Muse 細胞を分離した．MACS による分離の際には，一次
抗体及び二次抗体は FACS の時と同様の抗体を用い，三次抗体に microbeads
標識抗 FITC 抗体 (1:10, 130-048-075, Miltenyi Biotec, Germany)を用いた．
MACS により分離された細胞集団（positive fraction）に Muse 細胞が 70%以
上含まれているものを Muse-rich と定義し，移植細胞として用いた． 
 






討した．一次抗体は外胚葉系のマーカーとして抗 neurofilament 抗体 (1:200; 
AB1987, Millipore)，内胚葉系のマーカーとして抗 cytokeratin 7 (1:100; 
MAB3226, Millipore)，中胚葉系のマーカーとして抗 smooth muscle actin 
(1:200; MS-113-P0, Thermo-Fisher Scientific)を用いた．対応する 2 次抗体を
用い反応させた後，DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole, Sigma-Aldrich)を用
いた核染色を行い、Nikon C2si 共焦点顕微鏡 (Nikon Instruments)で観察した。 
 
4) 細胞移植 
ラクナ梗塞作製 2 週間後に細胞移植を行った． FACS で分離した GFP-Muse
細胞もしくは MACS で分離した Muse-rich 細胞を投与した群 (Muse-rich)と，
MSCs を投与した群 (MSC)を作製した．細胞投与は梗塞巣周辺である以下の部
位に局所投与した．①前方-後方 -2.0 mm，②右側 +2.0 mm，③背側-腹側 -3.0 
mm．移植細胞数は 1 × 105細胞を 3 µl の PBS に懸濁し投与した．対照として
懸濁したものと同量の PBS を投与した群 (vehicle)も作製した．行動評価と
Muse 細胞の安全性評価の実験では MACS で回収した Muse-rich 細胞を投与し
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た．それ以外の検討では，FACS で分離した GFP-Muse 細胞を移植した． 
  
5) 組織学的検討 
移植後 8 週の時点で periodate lysine paraformaldehyde （PLP）溶液 (0.01 
M NalO4, 0.075 M lysine, 2% paraformaldehyde, pH6.2) でマウスを灌流固定
し，脳および脊髄を摘出して凍結切片を作製した．Hematoxylin & Eosin (H & 
E)染色および髄鞘染色を行い，移植細胞の生着及び分化の評価に関しては蛍光
免疫組織化学を行った．一次抗体は以下の抗体を用いた．抗 GFP 抗体 (1:1000; 
ab6673, Abcam), 抗 NeuN 抗体 (1:200; MAB377, Millipore), 抗 microtubule 
associated ptorein（MAP）2 抗体 (1:1000; M1406, Sigma), 抗 glutathione 
S-transferase（GST）-pi 抗体 (1:500; 312, MBL), 抗 glial fibrillary acidic 
protein（GFAP）抗体 (1:500; IR524, DAKO), 抗 Ki-67 抗体 (1:100; ab15580, 
Abcam), 抗 synaptophysin 抗体  (1:1000, MAB5258, Millipore) and 抗
vesicular glutamate transporter (VGluT)抗体(1:200; 821301, BioLegend)．対
応する 2 次抗体を用いて反応させ，DAPI を用いた核染色を行い、Nikon C2si 共




移植後 8 週の時点で，過去の文献を参考に順行性トレーサーである Alexa 
Fluor 594 標識 Dextran conjugated (D-22913, Invitrogen, USA)を用い神経トレ
ーシングを行った 14．宿主の錐体路を標識するために運動皮質に相当する以下
の座標 3 ヶ所にトレーサーを投与した．Ⅰ①前方-後方 0 mm，②右側 +1.0 mm，
③背側-腹側 -0.5 mm，Ⅱ①前方-後方 +0.5 mm，②右側 +1.5 mm，③背側-腹
側 -0.5 mm，Ⅲ①前方-後方 +1.0 mm，②右側 +1.5 mm，③背側-腹側 -0.5 mm．
移植後生着した Muse 細胞を標識するために移植部位周辺相当する以下の座標
にトレーサーを投与した．①前方-後方 -2.0 mm，②右側 +2.0 mm，③背側-腹
側 -3.0 mm．トレーサー投与後 1 週間で脳及び脊髄を摘出し，同様に切片を作




神経機能の評価には過去の文献を参考に corner turn test と cylinder test を
 15 
用いた 15,16．神経機能評価はそれぞれの群を移植前と移植後 2 週，4 週，6 週お
よび 8 週で評価した．一部の Muse-rich 群と vehicle 群に関してはジフテリア
毒素 (diphtheria toxin :DT)を用いた機能喪失試験を行った．マウス細胞に比べ
てヒト細胞はジフテリア毒素の感受性が 1 × 105倍といわれており 17，選択的に
ヒト細胞を死滅させることが可能である 18．移植後 8 週の時点でジフテリア毒
素を 24 時間ごと 2 回腹腔内投与し (50 µg/kg)，翌週に再度神経機能を評価した. 
機能喪失試験の評価には cylinder test を用いた． 
 
8) Q-PCR でのヒト特異的 Alu 配列の検出 
ラクナ梗塞モデルに Muse 細胞を移植した後 6 ヶ月の時点で，過去の文献を
参考に 19，脳，肺，腎臓，肝臓及び脾臓から DNA を抽出した．また障害モデル
でないSCIDマウスにMuse細胞を移植後10ヶ月の時点で同様の臓器からDNA
を抽出し，quantitative polymerase chain reaction（Q-PCR）を行った．Q-PCR
は Biosystems 7500 (life technologies, USA) を用いた ．50°C で 2 分，95°C
で 10 分反応させた後に，95°C で 15 秒， 58°C で 30 秒， 72°C で 30 秒反応さ






は GraphPad Prism 5 (MDF, Japan)を用いた．行動評価の解析は一元配置反復










梗塞モデルでは dextran の検出は少なく（図 1B），軸索の断裂が示唆された． 
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2) Muse 細胞分離と多能性確認 
無血清培地で培養した MSCs において，SSEA-3 陽性細胞は 4.8 ± 0.2%であ
った (図 2A)．FACS で回収したこれらの細胞を 1 週間浮遊培養すると，37.6 ± 
6.1%の細胞がクラスターを形成した (図 2B)．それらのクラスターをゲラチン
上で 2 週間接着培養すると，neurofilament (2.6 ± 1.1%)，cytokelatin 7 (2.1 ± 
1.5%)，smooth muscle actin (16.8 ± 2.4%)陽性の細胞への自発的分化を認めた 
(図 2C)．  
	 神経機能改善および安全性を評価する際には，MACS で回収した Muse 細胞
を用いた．MACS 前の SSEA-3 陽性率は 3.2 ± 0.8%であり，MACS 後の positive 
fraction には SSEA-3 陽性細胞が 71.3 ± 0.7%，negative fraction には SSEA-3
陽性細胞が 0.6 ± 0.1%含まれていた (図 2D)．positive fraction に Muse 細胞が
70%以上含まれているものを Muse-rich 細胞と定義し，移植に用いた． 
 
3) Muse 細胞の生着および脳内での分布 
ラクナ梗塞作製 2 週間後に，FACS で分離した GFP-Muse 細胞を移植し，移
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植後 8 週の時点で脳切片を作製した．Muse 細胞は Bregma より吻側および-4 
mm 以降の場所では認めなかった．Bregma より-1 mm の場所では一切片中に
21 ± 2.2 細胞，-2 mm では 82.3 ± 13.7 細胞，-3 mm では 23.3 ± 5.2 細胞であ
った (図 3A)．移植細胞が一番多く認められた Bregma から-2 mm の切片で，
Muse 細胞は障害部位付近に多く認められた (図 3B)．生着細胞数を簡易的に積
分計算すると，約 2.8 × 104細胞となり，投与された Muse 細胞に対する生着率
は約 28%と試算された． 
 
4) Muse 細胞の神経系への分化 
ラクナ梗塞作製 2 週間後に，FACS で分離した GFP-Muse 細胞を移植し，移
植後８週の時点で脳切片を作製した．Bregma から-2mm の脳切片を詳細に検討
した．対側脳半球にはほとんど GFP-Muse 細胞はほとんど見られなかった．障
害側では投与した部位から約 400 µm の範囲に多くの細胞が分布していた．
GFP-Muse の中で NeuN (神経マーカー)，MAP2 (神経マーカー)，GST-pi (乏突
起膠細胞マーカー)を発現する移植細胞を認めた (図 4A)．生着した移植細胞に
対する，それらの発現割合は NeuN: 62.2 ± 2.4%，MAP2: 30.6 ± 3.1%，GST-pi: 
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12.1 ± 1.1%であった (図 4B)．観察した範囲では GFAP (星状膠細胞マーカー)，
Iba-1 (ミクログリアマーカー)，Ki-67 陽性細胞は認めなかった． 
 
5) Muse 細胞による錐体路再建 





性であった (図 5A)．移植部位周辺に注入したトレーサーは，Muse 細胞に取り
込まれ，同側腹側の錐体路を通過した後，延髄で交叉して，上位頚髄レベルで
は移植側と反対側の脊髄後索にて信号を確認できた (図 5B)．上位頚髄（C1-2）
前角にて VGluT (グルタミン酸作動性神経マーカー)陽性の Muse 細胞が確認さ
れた (図 5C)． 
 
6) Muse 細胞移植による神経機能改善と機能喪失試験 
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ラクナ梗塞作製 2 週間後に MACS で分離した無血清培養下 Muse−rich 細胞 
(Muse-rich 群)と無血清培養した骨髄由来 MSCs (MSC 群)を移植した．コント
ロールとして PBS を投与した (vehicle 群)．細胞移植後 8 週間，神経機能評価
を行った．Corner turn test では移植後 6 週から，Cylinder test では移植後 4
週から，MSC 群と vehicle 群と比較して Muse-rich 群では有意に神経機能が改
善した (*p < 0.05, **p < 0.01; 図 6A，B)．また，Muse-rich 群と vehicle 群に
対してジフテリア毒素を用いて機能喪失試験を行った結果，Muse-rich 群のみ
ジフテリア毒素投与後に神経機能が悪化した (***p < 0.001; 図 6C)． 
 
7) Muse 細胞移植の安全性 
ラクナ梗塞作製 2 週間後に MACS で回収した無血清培養下 Muse-rich 細胞
を移植し，6 ヶ月後に全身臓器（脳，肺，腎臓，肝臓及び脾臓）から DNA を抽
出し，各臓器における Muse 細胞の有無を Q- PCR で検証した．Muse 細胞の検
出にはヒト特異的 Alu 配列に対するプライマーを用いた．陽性コントロールと





い通常の SCID マウスに MACS で回収した無血清培養下 Muse-rich 細胞を移植
し，10 ヶ月後に全身臓器（脳，肺，腎臓，肝臓及び脾臓）から DNA を抽出し，
各臓器における Muse 細胞の有無を Q- PCR で検証した結果，脳を含めた全臓
器で Muse 細胞は検出されなかった (図 7A)．  
 
【6】考察 





















Muse 細胞はすでに臨床試験で使用さいれている MSCs に数%存在し，
SSEA-3 陽性である 7．MSCs は安全性も示されていることもあり，腫瘍化の危
険性が低い 7–9．遺伝子導入も必要とせず，MSCs を培養し，抗 SSEA-3 抗体に
よって細胞を回収するというステップのみで簡便に細胞が用意でき，また複数
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ET-1 と L-NAME の局所投与により，内包後脚にラクナ梗塞を作製し，2 週
間後に麻痺が確認されたモデルに，FACS または MACS で回収した Muse 細胞
を障害部位周辺に局所投与した．細胞治療 8 週間後の脳においては，NeuN や
MAP2 陽性の Muse 細胞が確認されており，神経細胞に分化していることが示
された．また GST-pi 陽性の Muse 細胞も認め，乏突起膠細胞にも分化し髄鞘形
成している可能性も示唆された．Muse 細胞は神経に分化する割合がもっとも多
く，次いで乏突起膠細胞分化も約 10%みられた．星状膠細胞やミクログリアへ
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ることで，軸索の断裂を確認した（B）．A のスケールバーは 1,000 μm を示し，






図 2. 無血清培養した Muse 細胞の分離と三胚葉分化の検証 
無血清培養した骨髄由来 MSCs より SSEA-3 陽性細胞を FACS で分離した．SSEA
−3 陽性細胞は 4.8 ± 0.2%であった（A）．回収した Muse 細胞を浮遊培養しクラ
スター作製した（B）．作製したクラスターをゲラチン上で接着培養し，三胚葉
性の細胞マーカー（外胚葉: neurofilament（緑），内胚葉: cytokeratin 7（緑），
中胚葉: smooth muscle actin（赤））で蛍光免疫細胞染色を行った（C）．無血清
培養した骨髄由来 MSCs より MACS にて Muse 細胞を分離した．MACS 前の
SSEA-3 陽性率は 3.2 ± 0.8%，positive fraction には 71.3 ± 0.7%，negative 
fraction には 0.6 ± 0.1%であった（n = 3）（D）．B のスケールバーは 50 μm を





図 3. ラクナ梗塞モデルにおける移植 Muse 細胞の分布 
移植後生着した GFP-Muse 細胞を，Bregma を基準にそれぞれのレベルで脳切
片を作製し，一切片あたりの GFP-Muse 細胞をカウントした（n = 3）（A）．
Bregma を基準に-1 mm から-3 mm までの脳切片では，多くの Muse 細胞（白）







図 4. Muse 細胞の分化 















図 5. Muse 細胞による神経回路の再建 
梗塞巣の周辺では Muse 細胞（緑）に近接して synaptophysin（シナプス前マ
ーカー）陽性（白）の宿主錐体路（赤）が存在していた（A）．Muse 細胞によ
る錐体路再建のシェーマ（B）．移植した Muse 細胞を dextran で標識（赤）し，
中脳（1），延髄（2），上位頚髄（3）のレベルで Muse 細胞による軸索伸展を評
価した（B1-3）．上位頚髄の脊髄前核にて，VGlut（グルタミン酸作動性神経マ
ーカー）陽性（赤）の Muse 細胞（緑）が検出された（C）．A 及び B-3 のスケ




図 6. Muse 細胞による神経機能改善と機能喪失試験 
Muse−rich 群では，corner turn test（A）と cylinder test（B）で神経機能改善
がみられた．MSC 群及び vehicle 群では機能改善はみられなかった（各群 n= 7）．
ジフテリア毒素（DT）を用いた機能喪失試験では Muse-rich 群のみ DT 投与後
に神経機能悪化がみられた（Muse-rich 群; n = 3, PBS 群; n = 4）（C）．*p < 0.05，










図 7. Muse 細胞の安全性の検証 
ヒト特異的Alu配列に対するプライマーを用いてMuse細胞をQ-PCRで検出し
た．ラクナ梗塞モデルに Muse-rich 細胞移植後 6 ヶ月及び，障害モデルでない
通常の SCID マウスに Muse-rich 細胞移植後 10 ヶ月の検体を用いた．陽性コン
トロールにラクナ梗塞モデルに Muse-rich 細胞移植後 2 ヶ月の脳を用いた．6
ヶ月の脳のみ Muse 細胞が検出された（n = 3）（A）．また移植後 6 ヶ月の脳，
肺，腎臓，肝臓，脾臓では組織学的に腫瘍形成を認めなかった（B）．スケール
バーは 1,000 µm を示す．n.d.: not detected． 
